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МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА  

РЕПРОДУКТИВНО-РЕСПИРАТОРНОГО СИНДРОМА СВИНЕЙ  
  

Резюме 
В репродуктивной патологии свиней особую роль играет вирус репродуктивно-респираторного син-

дрома свиней (РРСС). Для быстрого, высокочувствительного и специфичного обнаружения вирусного генома 
широкое распространение получили молекулярно-биологические методы, в первую очередь полимеразная цеп-
ная реакция (ПЦР). Современные разработки направлены на создание диагностических тест-систем, кото-
рые позволяют с высокой эффективностью выявлять геном возбудителя в образце, что значительно сокраща-
ет время и стоимость тестирования. Разработанный метод позволяет выявлять геном вируса РРСС в раз-
личном биологическом материале (сыворотка крови, паренхиматозные органы, изоляты вируса) с высокой 
чувствительностью.  

Изучение вышеуказанной инфекции показало ее широкое распространение в патологии свиней. Так, 
серопозитивность свиней к вирусу РРСС на отдельных свинокомплексах составляет 77,5 %. 

Ключевые слова: полимеразная цепная реакция, распространение, вирус репродуктивно-
респираторного синдрома свиней, позитивность. 

 
Summary 

In the reproductive pathology of pigs, the porcine reproductive and respiratory syndrome virus (RRSS) plays a 
special role. For the rapid, highly sensitive and specific detection of the viral genome, molecular biological methods, 
primarily polymerase chain reaction (PCR), have become widespread. Modern developments are aimed at creating 
diagnostic test systems that allow high efficiency to identify the pathogen genome in the sample, which significantly 
reduces the time and cost of testing. The developed method makes it possible to identify the RRSS virus genome in vari-
ous biological material (blood serum, parenchymal organs, virus isolates) with high sensitivity. 

The study of the above infection showed its widespread distribution in the pathology of pigs. Thus, the sero-
positivity of pigs to the PRRS virus on individual pig farms is 77,5 %. 

Keywords: polymerase chain reaction, spread, porcine reproductive-respiratory syndrome virus, positivity. 
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ВВЕДЕНИЕ 
В репродуктивной патологии сви-

ней наибольшую роль играют вирусы ре-
продуктивно-респираторного синдрома 
свиней (РРСС), цирковирус 2 типа (ЦВС-
2), вирус гриппа свиней, парвовирус (ПВС) 
и в меньшей степени – вирус классической 
чумы свиней (КЧС) и вирус болезни Ауе-
ски из-за обязательной вакцинации и бла-
гополучия свинокомплексов по данным 
болезням в Республике Беларусь. Особую 
роль в репродуктивной патологии свиней 
играет вирус РРСС. 

Для эффективного мониторинга, 
контроля и проведения дифференциальной 
диагностики разработано множество лабо-
раторных методов. Традиционные  методы,  

такие как вирусная изоляция и серологиче-
ские анализы, включая иммунофермент-
ный анализ, позволяют выявлять вирус 
или антитела к нему. Однако для быстро-
го, высокочувствительного и специфично-
го обнаружения вирусного генома, особен-
но в условиях коинфекций и генетической 
гетерогенности, широкое распространение 
получили молекулярно-биологические ме-
тоды, в первую очередь полимеразная цеп-
ная реакция (ПЦР). Современные разра-
ботки направлены на создание диагности-
ческих систем, которые позволяют с высо-
кой эффективностью выявлять возбудите-
лей методом ПЦР, что значительно сокра-
щает время и стоимость тестирования [6]. 
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Целью настоящей работы явилась 
разработка метода выявления нуклеиновых 
кислот вируса РРСС методом ПЦР в режи-
ме реального времени (ПЦР-РВ). 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Исследования проводились в отрас-

левой лаборатории ветеринарной биотехно-
логии и заразных болезней животных, на 
кафедре эпизоотологии и инфекционных 
болезней УО ВГАВМ, лаборатории молеку- 

лярной биологии Института ветеринарной 
медицины Внутреннего Монгольского аг-
рарного университета (Китайская Народ-
ная Республика). 

Для оценки распространённости 
РРСС использовали результаты диагности-
ческих исследований, выполненных в УО 
ВГАВМ в период 2018–2022 гг., для выяв-
ления генома вируса РРСС – олигонуклео-
тиды, предложенные Всемирной организа-
цией здоровья животных (таблица 1). 

Таблица 1 – Последовательности олигонуклеотидов для выявления геном вируса РРСС 

Наименование 
вируса 

Шифр  
олигонуклеотида 

Последовательность 

РРСС 

EU-1 F 5’-GCA-CCA-CCT-CAC-CCR-RAC-3’ 

EU-2 F 5’-CAG-ATG-CAG-AYT-GTG-TTG-CCT-3’ 

EU-1 R 5’-CAG-TTC-CTG-CRC-CYT-GAT-3’ 

EU-2 R 5’-TGG-AGD-CCT-GCA-GCA-CTT-TC-3’ 

Probe EU-1 
5’-(6-HEX)-CCT-CTG-YYT-GCA-ATC-GAT-CCA-GAC-
(BHQ1) 

Probe EU-2 
5’-(HEX)-ATA-CAT-TCT-GGC-CCC-TGC-CCA-YCA-CGT-
BHQ1 

В качестве положительного кон-
троля использовали штамм вируса РРСС 
«КМИЭВ-V112» (РУП «Институт экспери-
ментальной ветеринарии им. С.Н. Выше-
лесского»). 

Для оценки специфичности метода в 
качестве положительных образцов исполь-
зовали РНК, выделенную из патологиче-
ского материала (кровь, сыворотка, кусоч-
ки паренхиматозных органов от свиней и 
поросят), с подтверждённым наличием нук-
леиновых кислот вируса РРСС с помощью 
коммерческих тест-систем, а также гетеро-
логичные  штаммы вирусов и бактерий, по-
тенциально инфицирующие свиней: вирус 
КЧС (КМИЭВ-V113), вирус болезни Ауе-
ски (штамм «ГНКИ»), Escherichia coli 
(штамм АТСС 25922), Salmonella enterica 
(ATCC BAA-2162), Streptococcus suis 
(изолят УО ВГАВМ), Streptococcus pneu-
moniae (ATCC 49619). 

Для выделения РНК использовали 
коммерческие наборы для выделения нук-
леиновых кислот «Рибо-Преп», «Рибо-
Сорб» (ФБУН ЦНИИ эпидемиологии Ро-
спотребнадзора, Россия), «АртДНК» (ООО 
«АртБиоТех», Республика Беларусь). Для 
выявления генома вируса РРСС исполь-
зовали   коммерческие   наборы    «АртТест 

РРСС» (ООО «АртБиоТех», Республика 
Беларусь) и «Тест-система «РРСС» для 
выявления и генотипирования вируса ре-
продуктивно-респираторного синдрома 
свиней методом полимеразной цепной ре-
акции» (ФБУН ЦНИИ эпидемиологии Ро-
спотребнадзора, РФ), «Набор реагентов 
«ПЦР-РРСС-ФАКТОР» (ООО «ВЕТ ФАК-
ТОР», Россия). 

ПЦР ставили в режиме реального 
времени с использованием амплификатора 
«Rotor Gene 3000». Учёт реакции проводи-
ли в соответствии с инструкциями к диа-
гностическим наборам. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

Проведенные нами ранее исследова-
ния по распространенности РРСС в Рес-
публике Беларусь показали актуальность 
разработки средств быстрой и эффектив-
ной диагностики [1, 4]. 

Анализ проведенных в отраслевой 
лаборатории ветеринарной биотехнологии 
и заразных болезней УО ВГАВМ (ранее – 
лаборатория биотехнологии научно-
исследовательского института прикладной 
ветеринарной медицины и биотехнологии 
УО ВГАВМ) серологических исследова-
ний показал высокий процент положитель- 
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ных проб сывороток крови: из 267 образ-
цов, исследованных в период 2020–2022 гг., 
207 были положительными на наличие 
специфических антител к вирусу РРСС, 
что составляет 77,5 %. Исследования по 
выявлению генома вируса не были столь 
обширны, но при выявлении положитель-
ной пробы 90–100 % проб из этой же груп-
пы содержали геном РРСС. 

Высокий уровень серопозитивности 
является следствием вакцинации против 
данного возбудителя, т.к. в настоящее вре-
мя в Республике Беларусь лишь единичные 
свинокомплексы, как правило, племенные 
или специализирующиеся на откорме, не 
проводят вакцинацию. Несмотря на прово-
димые профилактические мероприятия, 
РРСС остается актуальной проблемой сви-
новодства ввиду высокой вариабельности 
вируса. Вакцины не обеспечивают сте-
рильного иммунитета, и животные на фоне 
вакцинации остаются носителями вируса, 
что создает угрозу заражения неиммунни-
зированного   поголовья  и,  как  следствие,  

приводит к выявлению положительных 
проб методом ПЦР в вакцинированном 
стаде. 

Для разработки метода выявления 
генома вируса РРСС первоначально были 
протестированы олигонуклеотиды к виру-
су РРСС в реакции ПЦР с предложенными 
в методике условиями: 

- состав реакционной смеси: прай-
меры – по 10,0 пмоль, олигонуклеотидные 
зонды – по 5,0 пмоль, ArtMix ревертаза 
(5×) – 5,0 мкл, деионизированная вода – до 
15,0 мкл; выделенная РНК – 10,0 мкл; 

- условия ПЦР: обратная транскрип-
ция – 55 °С 10 мин; денатурация – 95 °С     
2 мин; 45 циклов, состоящих из денатура-
ции при 95 °С 5 с, отжига при 60 °С 15 с, 
элонгации при 67 °С 15 с; учет флуорес-
ценции после стадии отжига. 

В качестве испытуемых образцов 
выступали штамм вируса РРСС «КМИЭВ-
V112» и положительные образцы клиниче-
ского материала с подтвержденным содер-
жанием РНК вируса (таблица 2). 

Таблица 2 – Результаты выявления генома вируса РРСС 

Наименование испытуемого материала Количество проб Результат 

Штамм «КМИЭВ-V112» 1 положительный 

Положительные сыворотки крови 8 положительный (8 проб) 

Отрицательные сыворотки крови 20 отрицательный (20 проб) 

Положительный патологический материал 9 положительный (9 проб) 

Отрицательный патологический материал 19 отрицательный (19 проб) 

Как видно из таблицы, используе-
мые олигонуклеотиды достоверно позволя-
ют выявить РНК вируса РРСС в сыворот-
ках крови и патологическом материале, ин-
фицированном циркулирующими в свино-
водческих хозяйствах штаммами вируса 
РРСС. 

Далее отработанный метод выявле-
ния генома вируса РРСС протестирован со 
следующими условиями: 

- состав реакционной смеси: прайме-
ры к вирусу РРСС – 5,0 пмоль, ArtMix ре-
вертаза (5×) – 5,0 мкл, деионизированная 
вода – до 15,0 мкл; выделенные нуклеино-
вые кислоты 10,0 мкл; 

- условия ПЦР: обратная транскрип-
ция – 55 °С 10 мин; денатурация 95 °С        
2 мин; 45 циклов, состоящих из денатура-
ции при 95 °С 5 с, отжига при 60 °С 15 с, 
элонгации при 67 °С 15 с; учет флуорес-
ценции после стадии отжига (канал HEX 
соответствует вирусу РРСС). 

Для оценки относительной чувстви-
тельности метода были подготовлены сме-
си нуклеиновых кислот, содержащих РНК 
выявляемого вируса в различных вариан-
тах, и РНК из патологического материала, 
проведены ПЦР в сравнении с коммерче-
ским набором. Результаты представлены в 
таблице 3. 
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Таблица 3 – Значения пороговых циклов при тестировании метода выявления генома вируса 
РРСС 

Наличие генома вирусов в составе  
смеси  нуклеиновых кислот 

Значение порогового цикла 

разработанный  
метод 

коммерческий набор  
(«АртТест РРСС») 

ПВС – – 

ЦВС-2 – – 

РРСС 23,4 22,9 

ПВС + ЦВС-2 – – 

ПВС + РРСС 25,1 25,9 

ЦВС-2 + РРСС 25,8 24,9 

ПВС + ЦВС-2 + РРСС 26,7 27,2 

Пат. материал 1 36,8 35,7 

Пат. материал 2 32,4 33,1 

Пат. материал 3 16,5 16,1 

Как видно из таблицы 3, чувстви-
тельность метода выявления вируса РРСС 
соответствует коммерческому набору – 
значения порогового цикла варьируются в 
пределах одного цикла, из чего можно за-
ключить, что чувствительность метода  со- 

 

ставляет 103 ГЭ/мл (чувствительность ком-
мерческого набора). 

Для определения аналитической 
специфичности метода были поставлены 
ПЦР с различным биологическим материа-
лом с использованием разработанного ме-
тода (таблица 4). 

Таблица 4 – Выявление генома вируса РРСС разработанным методом 

Наименование  
образца 

Количество  
образцов 

Количество положительных 
образцов, выявленных  

разработанным методом 

Количество положительных  
образцов, выявленных  

коммерческими тест-системами 

Пат. материал 
(сыворотка крови,  
паренхиматозные  
органы) 

152 17 17 

Штамм ПВС 1 0 0 

ЦВС-2 2 0 0 

Штамм РРСС 1 1 1 

Вирус КЧС 1 0 0 

Вирус болезни Ауески 1 0 0 

Escherichia coli 1 0 0 

Salmonella enterica 1 0 0 

Streptococcus suis 1 0 0 

Streptococcus  
pneumoniae 

1 0 0 
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Полученные результаты показали, 
что разработанный метод обнаружения ге-
нома вируса РРСС обладает высокой спе-
цифичностью и позволяет идентифициро-
вать вирус как в чистом виде (штаммы или 
изоляты), так и в патологическом материа-
ле. По своей специфичности метод не усту-
пает коммерческим тест-системам. 

 
ВЫВОДЫ 

Проведенные серологические иссле-
дования сывороток крови свиней в 2020–
2022 гг. показали высокий уровень серопо- 

зитивности стад к вирусу РРСС – 77,5 %, 
что обусловлено как циркуляцией вируса, 
так и проводимой вакцинацией. Для эф-
фективной диагностики репродуктивно-
респираторного синдрома свиней нами 
разработан ПЦР-метод, который позволяет 
выявлять геном вышеуказанного вируса в 
различном биологическом материале 
(сыворотка крови, паренхиматозные орга-
ны, изоляты вируса) с чувствительностью, 
не уступающей коммерческим диагности-
ческим тест-системам (103 ГЭ/мл). 
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